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　　【摘　要】目的：观察独活寄生汤含药血清对兔退变软骨细胞“caveolin-p38MAPK”信号通路的调
控作用，探讨独活寄生汤治疗骨关节炎的作用机制。方法：将 20 只 3 月龄新西兰兔随机分为生理盐水组（空
白血清组）和独活寄生汤组（含药血清组），每组 10 只。分别在 24 h、36 h、48 h 不同采血时间点采集
独活寄生汤含药血清和空白血清，将 5%、10%、15%、20% 不同浓度两种血清作用于体外培养第 2 代软
骨细胞，确定含药血清最佳干预条件；建立体外退变软骨细胞模型，分别给予独活寄生汤含药血清（含药
血清组）和空白血清（空白血清组）干预 36 h，收集软骨细胞，运用 Western Blot 法检测血清干预后退变
软骨细胞 caveolin-1、p38、p-p38 蛋白表达，RT-PCR 法检测血清干预后退变软骨细胞白细胞介素（IL）-
1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α、基质金属蛋白酶（MMP）-3、MMP-13、caveolin-1 mRNA 表达。结果：
浓度为 15% 的 36 h 采血时间点含药血清的促增殖作用最明显；退变软骨细胞中存在“caveolin-p38MAPK”
信号通路的激活，独活寄生汤含药血清可抑制 caveolin-1、p-p38 蛋白表达及 IL-1β、TNF-α、MMP-3、
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　　【ABSTRACT】Objective:To observe the effects of serum medicated with Duhuo Jisheng Decoction on 
the induced degeneration of  articular chondrocytes in vitro culture based upon “caveolin-p38MAPK” signal path-
way and probe the mechanism of Duhuo Jisheng Decoction in the treatment of osteoarthritis.Methods:20 March
old New Zealand rabbits were randomly divided into normal saline group（blank serum group）and Duhuo 
Jisheng Decoction group （drug containing serum group）,10 rats in each group.The second generation of carti-
lage cells was cultured in vitro using different time points of sample collection such as 24 h,36 h and 48 h,serums 
medicated with 5%,10%,15% and 20% concentrations of Duhuo Jisheng Decoction and blank serums.The best 
intervention time of medicated serum was determined,which was then used to deal with the degenerating chon-
drocytes.The degenerated cartilage cell models in vitro were established,which were intervened by the serum 
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group）after 36 h,collecting chondrocytes. 
The Western Blot method was used to detect 
the expression of degenerated cartilage cells 
caveolin-1 and p-p38 protein after serum 


















约 1.7 ～ 2.2 kg）20 只，雌雄各半，用于制备血清；











青 霉 素、100 μg·mL-1 链 霉 素）， 胰 酶、I 型 胶
原 酶（Sigma 公 司）；TRIZOL 试 剂（Invit-rogen
公 司）； 逆 转 录 试 剂 盒（Fermentas 公 司）； 引
物合成（上海生工生物工程公司）；Anti-p-p38α
（Thr180/Tyr182）一抗（Millipore 公司）；p38 一








3.3 g·kg-1·d-1，空白血清组给予质量分数 0.9% 生
理盐水灌胃；两组均连续灌胃 5 d，上午、下午各给
药 1 次，于末次灌胃后 3 h 腹主动脉采血，静置于
4 ℃冰箱 4 h 后 2500 r·min-1 离心 25 min，分离血清，






10 ng·mL-1 白细胞介素（IL）-1β 诱导获得退变
软骨细胞［3］；诱导退变干预 24 h 后弃培养液，换
用如下 6 种培养体系进行干预。












after serum intervention.Results:The concentration of 15% and 36 h sampling time point serum on the prolifera-
tion;the activation of "caveolin-p38MAPK" signaling pathway in the degeneration of cartilage cell,Duhuo Jisheng 
decoction containing serum can inhibit the expression of caveolin-1,p-p38 protein expression and IL-1β,TNF-α, 
MMP-3,MMP-13,caveolin-1,mRNA,the difference was statistically significant（P < 0.05）.Conclusion:Duhuo 
Jisheng decoction can inhibit the "caveolin-p38MAPK" signal pathway and its downstream effector molecules, 
which can effectively inhibit the apoptosis of cartilage cells.
　　【Keywords】 osteoarthritis;Duhuo Jisheng Decoction;chondrocyte;apoptosis;signal pathway
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表 1　血清干预方法
组别 培养液类型 干预时间
正常组  15% 兔空白血清 36 h
模型组 15% 兔空白血清 36 h
含药血清组 15% 兔含药血清 36 h
　　血清干预结束后，退变软骨细胞中总蛋白的提
取，BCA 法测定蛋白含量，Western Blot 法检测蛋
白表达，按每个样品总蛋白 40 μg 加样，电泳，转
膜，5% 牛奶室温封闭 1 h，加入一抗：caveolin-1 
1∶1000；Anti-p-p38α（Thr180/Tyr182）1∶6000；
p38 11000。4 ℃过夜，TBST 洗膜 4 次，结合二抗
anti-rabbit（1∶10 000），anti-rat（1∶10 000），





养液，用 PBS 轻轻漂洗后，加 1 mL Trizol 进行裂
解，提取总 RNA，逆转录反应合成 cDNA，进行
目的基因的扩增。PCR 扩增反应液共 20 μL，含
Dream Taq Green PCR Master Mix（2×）10 μL、模
板 DNA、上下游引物各 1 μL，灭菌蒸馏水 7 μL，
在 PCR 扩增仪上扩增。扩增参数 94 ℃预变性 3 min，
94 ℃变性 30 s，52 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，




及指标的检测均经独立重复实验 3 次，采用 SPSS 
13.0 软件进行统计分析。计量资料以 sx± 表示，组
间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD




椭圆形，位于胞体中心，核仁为 1 ～ 2 个，细胞折光
性好，且呈集落生长，甲苯胺蓝染色使正常软骨细
胞胞浆呈蓝色，可见 1 ～ 2 个核仁，呈蓝紫色，见
图 1（1）；OA 软骨细胞相对于正常软骨细胞，细胞
变狭长，胞浆染色稍浅，胞浆内可见空泡，一部分













































性，其中以 15% 浓度的含药血清，干预 36 h，促增
殖作用最明显，与模型组比较，差异有统计学意义
（P < 0.01），故选择以 15% 含药血清，36 h 作为
后续实验的最佳含药血清干预浓度和干预时间。
3.3　软骨细胞中 caveolin-1、p-p38 蛋白的检测口




见明显增强（P < 0.05），而含药血清能降低 cave-
olin-1、p-p38 的表达，但仍高于正常组（P < 0.05），
见图 2。
注　1. 正常组；2. 模型组；3. 含药血清组
图 2　各组细胞 caveolin-1、p-p38 蛋白的表达
3.4　独活寄生汤含药血清对 IL-1β、TNF-α、MMP-3、





一趋势（P < 0.05）。见图 3。
注　1. 正常组；2. 模型组；3. 含药血清组
图 3　各组细胞 IL-1β、TNF-α、MMP-3、
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